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La presente invention a notamment pour objet une forme aminee particuliere du 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque type 5, les conjugues incorporant cette forme ainsi que 
les procedes de fabrication qui permettent de Pobtenir. 

5 Le pneumocoque {Streptococcus pneumoniae) est une bacterie encapsulee Gram-positif, 

responsable de meningites et de bacteriemies. II entraine egalement une grande partie des infections V 
respiratoires telles que bronchites, rhinites et otites a complications chez Padulte comme chez 
Fenfant. Les pneumocoques sont divises en serotypes selon la structure des polysaccharides qui 
forment la capsule. Le serotypage des pneumocoques est realisee a Faide d'une batterie d'immun 
10 serums, chaque immunserum etant specifique d'un seul type de polysaccharide capsulaire. Plus de 
90 serotypes differents, tous pathogenes pour Phomme, ont ete recenses. Les serotypes 6B, 14, 18C, 
19F et 23F sont prevalents chez les jeunes enfants et sont la cause de pneumonies et d'otites. Les 
serot>q3es I et 5, sont plus frequemment rencontres dans les pays en voie de developpement que 
dans les pays industrialises. 

15 

Des vaccins protegeant contre les principaux serotypes rencontres en clinique humaine ont 
ete developpes ou sont en cours de developpement. Un vaccin comprenant les polysaccharides 
capsulaires de 23 serotypes differents responsables de 90 % des infections a pneumocoques (1 3 2, 3, 
4, 5, 6B 3 7F, 8, 9N, 9V ? 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F) est 

20 efficace chez Tadulte et l'enfant de plus de deux ans. Par contre, Penfant de moins de deux ans, du 
fait de Pimmaturite de son systeme immunitaire, ne repond pas a ce vaccin constitue d'antigenes 
polysaccharidiques T-independants. On a surmonte cet obstacle en developpant des vaccins 
contenant des polysaccharides capsulaires de differents serotypes de pneumocoques couples 
(conjugues) a une ou plusieurs proteines porteuses (WO 98/51339). Ces conjugues induisent le 

25 developpement d'une immunite humorale protectrice T-dependante chez le jeune enfant, se 
traduisant par la production d'anticorps specifiques diriges contre les polysaccharides des differents 
serotypes utilises dans ces conjugues. 

Les polysaccharides capsulaires des differents serotypes de pneumocoque sont tous formes 
30 de la repetition d'une unite de base (unite repetitive) constitute de plusieurs sucres. A titre 
d'illustration, on indique que Punite de base du polysaccharide du pneumocoque type 5 est 
constitute de 5 hexoses : le glucose, la fucosamine N-acetylee, la pneumosamine N-acetylee (2- 
acetamido-2,6 deox>1alose), Pacide glucuronique et un sucre appele Sug (2-acetamido-2,6- 
deoxyhexose-4 ulose) lies les uns aux autres pour former une structure chimique dont la formule 
35 condensee est la suivante : 
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-2- 

4)-p-D-Glcp-(1 -»4)^x-L-FucpNAc-(1 ^3)-p-D~Sugp~1 

3 

1 

a-L-PnepNAc-(1 -»2H3-D-GlcAp 



La formule developpee qui y correspond est la formule (I) telle que suit 




dans laquelle Sug signifie 2-acetamido-2,6-deoxyhexose-4-ulose ; PneNAc signifie 2-acetamido- 
2,6-deoxytalose, aussi denomme pneumosamine N-acetylee ; FucNAc signifie 2-acetamido-2,6- 
deoxygalactose aussi denomme focosamine N-acetylee ; GlcA signifie acide glucuronique ; et Glc 
20 signifie glucose. 



25 



Cette formule a ete donnee par Jannson P.E et al. ? Carbohydrate Research (1985) 140 (1) : 
101. Toutefois il n'est pas impossible qu'un faible pourcentage des unites repetitives du 
polysaccharide presente un groupement hydroxy! a la place de la fonction cetone. 



I] existe de nombreux precedes permettant de coupler un polysaccharide a une proteine 
porteuse. Parmi ceux ci, les procedes qui mettent en jeu a titre preliminaire, une amination 
reductrice du polysaccharide sont d'usage courant. Par exemple, comme il est decrit dans EP 562 
107, le polysaccharide est tout d'abord couple par amination reductrice a un espaceur bifonctionnel 
30 du type NH2-R-NH2 ; puis ie polysaccharide ainsi derivatise et amine est couple a un agent de 
liaison bifonctionnel notamment capable de reagir avec une fonction amine. Le polysaccharide ainsi 
active est ensuite conjugue a une proteine porteuse. Selon d'autres variantes, on peut aussi coupler 
directement le polysaccharide a la proteine par amination reductrice ou bien encore omettre 
Tespaceur. 



35 



Comme il est bien connu, une reaction domination reductrice s'effectue en deux temps. 
Dans un premier temps, il se forme un compose interrnediaire appele base de Schiff de formule R- 
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CH=NH+-R\ resultant de ^interaction entre un groupement aldehyde d'une premiere molecule (R- 
CHO) et un groupement amine primaire (k'-NH2) xFune deuxieme molecule. La base de Schiff est 
ensuite reduite dans un second temps sous la forme d'un compose amine R-CH2-NH-R' en 
presence d'un agent reducteur. On utilise un agent reducteur selectif capable de reduire la fonction 
5 imine de la base de Schiff de maniere specifique, tel qu'un hydrogene active par un catalyseur, le 
cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH3) ou une amine borane. On utilise de preference le 
cyanoborohydrure ou le pyridine borane. 

Dans la mesure ou tous les polysaccharides possedent une fonction aldehyde en bout de 
chaine (fonction aldehyde terminate), les procedes de conjugaison comportant une amination 
reductrice du polysaccharide sont d'application tres generate et lorsqu'il n'existe aucune autre 
fonction aldehyde dans Funite repetitive (fonction aldehyde intrachaine), de tels procedes 
permettent d'obtenir des conjugues dans lesquels une molecule de polysaccharide est couplee a une 
molecule unique de proteine porteuse. 

De maniere tout a fait classique, un polysaccharide est soumis a une amination reductrice, 
en presence d'un agent reducteur selectif de la base de Schiff, pendant au moins 24 a 48 heures, a 
un pH neutre ou basique. 

20 Ainsi, US 4,761,283 decrit Famination reductrice du polysaccharide capsulaire du 

pneumocoque de type 6A (prealablement fragmente par hydrolyse acide) par un mutant non toxique 
de la toxine diphterique (mutant CRM 197), en presence de cyanoborohydrure de sodium. Le pH du 
milieu reactionnel est basique (pH=8) et la duree d'incubation est de 18 jours a 37°C. 

25 EP 477 508 decrit Famination reductrice des polysaccharides du pneumocoque de type 6A, 

14, 19F et 23F par du diaminomethane ou du diaminoethane, en presence de pyridine borane qui 
joue le role d'agent reducteur de la base de Schiff. Le pH du milieu reactionnel est de 9.2. La 
reaction se poursuit pendant 48 hrs. 

30 Dans EP 562 1 07 cite plus haut, Famination reductrice du polysaccharide est conduite a pH 

8 pendant 6 jours. 

Dans Ja mesure ou le polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 comporte une 
fonction cetone intrachaine, on devrait en theorie s'attendre a ce que cette fonction cetone, en plus 
35 de la fonction aldehyde terminale, soit amino-reduite au cours de Famination reductrice du 
polysaccharide. Or, lorsque Fon soumet en parallele le polysaccharide capsulaire du pneumocoque 
de type 5 et un polysaccharide capsulaire d'un autre serotype ou d'une autre espece ne comportant 
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15 
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pas de fonctions aldehyde et cetone intrachaines, les taux domination sont equivalents; ce qui 
••''-semble bien confirmer que seule la fonction aldehyde terminate du polysaccharide capsulaire du 
'** pneumocoque de type 5 est aminee et que seule cette fonction est modifiee au cours de la reaction. 
Or, en verite, tel n'est pas le cas. 

5 

En effet, on a maintenant decouvert que la structure chimique de l'untte repetitive du 
polysaccharide du pneumocoque de type 5 etait modifiee apres amination reductrice selon la 
methode classique. Ceci a ete montre par spectrometrie de resonance magnetique nucleaire (RMN) 
et par chromatographie d'echange d'anions haute performance couplee a une detection 

10 amperometrique en champ pulse (chromatographie HPAEC-PAD) : La grande majorite du residu 
Sug disparait au profit de trois nouveaux composes: (i) la P-D-quinovosamine N-acetylee issue de la 
reduction de la fonction cetone du residu Sug en fonction alcool et (ii) un compose X resultant 
d'une transformation plus importante du residu Sug. Le troisieme compose n'est autre que l'isomere 
de la p-D-quinovosamine N-acetylee, c'est-a-dire la p-D-fucosamine N-acetylee, issue egalement de 

15 la reduction du residu Sug et dont on observe une legere augmentation. 

En spectrometrie RMN et tel que montre a la Figure 1, le polysaccharide du pneumocoque 
de type 5 sous sa forme native simplement fragmentee, presente dans la zone de resonance des 
carbones des groupements methyles en position 6 (C6) des sucres, les trois signaux de resonances 

20 caracteristiques des groupements methyles de la pneumosamine N-acetylee (PneNAc), de la 
fucosamine N-acetylee (FucNAc) et du residu Sug (Fig. 1 -spectre 1). La fragmentation ne modifie 
en rien le spectre mais en ameliore sa resolution. Apres amination classique par le diaminohexane, 
en presence de cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH3), on note que le signal de resonance 
caracteristique du groupement methyle du residu Sug (en abrege « signal caracteristique du residu 

25 Sug ») est substantiellement diminue et que cette diminution s'accompagne de Tapparition de deux 
nouveaux signaux de resonances : Tun entre 17 et 18 ppm ? caracteristique de la quinovosamine N- 
acetylee (QuiNAc) et 1'autre entre 13 et 14 ppm, qui signale un compose nouveau, dont la structure 
n'est pas connue et qui, pour cette raison, est denomme compose X (Fig. 1 -spectre 4). 

30 En chromatographie HPAEC-PAD, lorsque Ton compare les chromatogrammes des 

produits de Thydrolyse par Facide trifluoroacetique 2N, pendant 2 heures a 120°C du 
polysaccharide natif ou depolymerise et du polysaccharide obtenu apres amination reductrice 
classique, tels que montre a la Figure 2 (courbe en tiret cadratin), on constate Tappantion d'un 
premier pic (entre 5,50 et 6,10 min quand la chromatographie est realisee dans les conditions 

35 specifiees plus loin) correspondant a un compose issu de 1 'amination reductrice dont la structure est 
non-identifiee (compose X) ainsi qu'un deuxieme pic (entre 6,90 et 7,40 min quand la 
chromatographie est realisee dans les conditions specifiees plus loin) caracteristique de la 
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quinovosamine. D'autre part, 1'intensite du. ,pic. correspondant a la fiicosamine est sensiblemenl 
augmentce. II corivient de noter que les cnromatogrammes, y compris celui du polysaccharide natif 
ou depolymerise, nc comportent pas de pic correspondant au residu Sug. En effet, pour etre soumis 
a une chromatographie HPAEOPAD, le polysaccharide doit tout d'abord etre hydrolyse. Cette 
5 hydrolyse delruit le residu Sug ; elle a aussi pour effet de convertir la QuiNAc, le PneNAc et la 
FucNAc en quinovosamine (QuiN), pneumosamine (PneN) et fiicosamine (FucN). 

D'autre part, on a egalement decouvert que la transformation du compose Sug en compose 
X etait nefaste a l'immunogenicite du polysaccharide, meme si cette transformation n'est que 
10 partielle - c'est-a-dire n'ayant lieu que dans certaines des unites repetitives du polysaccharide et 
non dans la totalite. Par contre, la transformation en QuiN Ac ou FucNAc n'a aucune influence 
notable. 

II est done apparu souhaitable de rechercher les moyens qui permettaient d'eviter 
15 Tapparition du compose X. Ceci a ete rendu possible en modifiant le mode operatoire classique de 
P animation reductrice. De maniere alternative, on peut aussi reduire au prealable les fonctions 
cetone (C=0) du polysaccharide natif (non-fragmente). Ceci peut etre mis en oeuvre en utilisant un 
agent reducteur fort tel que le NaBH4. Cet agent reducteur ne genere pas de compose indesirable. II 
ne reduit que les fonctions cetone et aldehyde. Mais comme il reduit ces dernieres, il est necessaire 
20 de fragmenter ensuite le polysaccharide reduit afin de reintroduire des groupements aldehydes 
terminaux. La reduction des fonctions cetone empeche toute modification ulterieure lorsque le 
polysaccharide est soumis par la suite a une animation reductrice quelconque. 

C'est pourquoi V invention a pour objet : 

25 

(i) Un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 amine au niveau du groupement 
aldehyde terminal et qui presente (i) un spectre RMN du Carbone ( i3 C) depourvu de signal 
de resonance entre 13 et 14 ppm bornes incluses ; (ii) un chromatogramme HPAEC-PAD, 
substantiellement depourvu de pic entre les pics de fiicosamine et pneumosamine, le 
30 chromatogramme etant obtenu par elution a partir d'une eolonne Carbopac™ PA 10, dans 

une solution de soude 18 mM, a un debit de 1 ml/min pendant 15 min, des monosaccharides 
issus de Thydrolyse dudit polysaccharide ; ou (iii) les deux. 



(ii) 

35 



Un conjugue dans lequel le polysaccharide selon Pinvention est couple a un polypeptide 
porteur (P). 
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(iii) " Un premier procede de fabrication d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 
' 5 amine, selon lequel on soumet le polysaccharide a une animation reductrice en presence 

d'un agent reducteur selectif d'une base de Schiff, a un pH de 4 a 6 ? 5, de preference de 5 a 
6, pendant une duree n'excedant pas 4 heures. 
5' " ' . 

(iv) Un deuxieme procede de fabrication d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de 
type 5 amine, selon lequel (i) on fait reagir le polysaccharide avec un agent capable de 

1 reduire une fonction cetone, (ii) on fragmente le polysaccharide reduit obtenu en (i), et (iii) 
on soumet le polysaccharide reduit et fragmente a une amination reductrice. 

Dans la suite du texte, on nomme « polysaccharide amine » un polysaccharide capsulaire du 
pneumocoque de type 5 qui est amine au niveau du groupement aldehyde terminal ; c'est-a-dire issu 
de la reaction de la fonction aldehyde terminale avec une fonction amine. 

15 L'amination reductrice d'un polysaccharide peut etre realisee en faisant reagir la fonction 

aldehyde terminale d'un polysaccharide avec des composes tres divers mais bien evidemment tous 
caracterises en ce qu'ils possedent au moins une fonction amine primaire. Ces composes peuvent 
etre des polypeptides ou des composes chimiques. Ces polypeptides et ces composes chimiques 
seront evoques de maniere plus detaillee dans la suite de la description. Lorsqu'il s'agit d'un 

20 polypeptide, le produit de l'amination reductrice est en fait un conjugue polysaccharide- 
polypeptide. 

Pour usage dans les precedes selon V invention, un polysaccharide capsulaire du 
pneumocoque de type 5 est au prealable avantageusement purifie a partir d'une culture bacterienne 
25 par ekemple selon la methode de Gotschlich et al, J. Exp. Med. (1969) 129 : 1349. 

Le polysaccharide peut etre utilise tel quel (on parle alors de forme native) ou bien 
fragmente. En effet, la taille du polysaccharide n'est absolument pas critique. Sous sa forme native, 
le polysaccharide contient environ 300 unites repetitives. Un polysaccharide fragmente peut etre 

30 constitue d'au moins 4 unites repetitives, en general de 25 a 100 unites repetitives. Si necessaire, on 
peut determiner la taille d'un polysaccharide selon des methodes connues, par exemple par la 
determination de son KD par gel filtration ou par la mesure de sa masse moieculaire par SEC-triple 
detection (chromatographic d'exclusion-diffiision couplee a une triple detection : refractometrie, 
viscosimetrie, diffusion de la lumiere). 

35 * ' 
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Un polysaccharide peut etre fragmente s e Ion *di verses methodes bien connues.de rhomme 
du metier, par exemple par hydrolyse acide ou basique menagee ou depolymerisation radicalaire 
oxydative telle que decrite dans EP 562 107. 

5 Dans le premier precede selon rinvention, on utilise de preference un polysaccharide 

fragmente ; dans le deuxieme, un polysaccharide natif. 

Afin de caracteriser la presente invention, la spectrometrie de resonance magnetique 
nucleaire (RMN) peut etre mise en oeuvre selon des protocoles tout a fait conventionnels ; en 

10 particulier les donnees peuvent etre recueillies a partir de tout type d'appareil destine a cet effet. La 
spectrometrie RMN du Carbone a deja ete largement utilisee pour etudier les unites repetitives d'un 
certain nombre de polysaccharides capsulaires, notamment ceux du pneumocoque. A titre 
d'exemple, on cite C Jones et al 5 Carbohyd. Res. (2000) 325 : 192. L'homme du metier dans le 
domaine de I'analyse spectrale dispose done de suffisamment d 5 information pour mettre en oeuvre 

15 de lui-meme Faualyse du polysaccharide de type 5 par spectrometrie RMN du Carbone. 

Neanmoins, a titre d'exemple, on indique un protocole de preparation des echantillons qui 
est notamment approprie pour mesure ulterieure dans un spectrophotometre Bruker DRX500 avec 
une sonde de mesure large bande (iargeur spectrale : 27500 Hz). 12 a 17 mg d'un lyophilisat d'un 
20 polysaccharide de type 5 sont dissous dans 0.5 ml d'eau deuteree (D20). Cet echantillon est place 
dans un tube de 5 mm specialement congu pour Tanalyse RMN. Puis les spectres sont enregistres a 
70°C (343 K). 

Aux fins de caracterisation, la chromatographic HPAEC-PAD doit s'efFectuer dans des 
25 conditions bien precises portant sur le type de colonne, les solutions d'elution et le debit d'elution. 
Ci-apres on fournit un mode operatoire complet. 

11 convient tout d'abord d'hydrolyser les polysaccharides amines en monosaccharides. Pour 
ce faire, on traite 5 a 20 jag de polysaccharide amine en solution dans de l'eau de-ionisee a une 
30 concentration de 10-40 ng/ml, par 500 ^1 d'acide trifluoroacetique 2 N pendant 2 heures a 120°C en 
flacon bouche hermetiquement. Les hydrolysats sont seches sous un flux d'a^ote a 40°C de fagon a 
eliminer V acide trifluoroacetique. Les residus sont alors dissous dans 400 \i\ d'eau deionisee. 

La chromatographic est mise en oeuvre sur une colonne analytique CarboPac™ PA 10 (4 x 
35 250mm) commercialisee par Dionex. Cette colonne est constitute d'un support a base de 
polystyrene et de divinyl benzene sulfonatee ayant un degre de reticulation de 55 % recouvert de 
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microbilles de latex greffees avec des groupements ammonium quaternaire. Lc degre de reticulation 
du latex (microbilles de latex) est de 5 % ; lediametre des microbilles est de 400 nm. 

On injecte 5 jig'd'hydrolysat dans la colonne. Puis on soumet la colonne a un flux d'une 
solution de soude 18 mM pendant 15 min a un debit de 1 ml/min, afin d'eluer les monosaccharides 
et oligosaccharides non charges eels que les hexoses et les hexosamines. Pour parachever le 
chromatogramme on peuf ensuite augmenter graduellement la molarite de la solution de soude 
jusqu'a 100 mM et enfin eluer les monosaccharides et oligosaccharides acides restants a Faide 
d'une- solution de soude 100 mM/acetate de sodium 300 mM. Pendant toute la duree de Felution le 
debit est de 1 ml/min et la temperature est de 30°C. 

Dans ces conditions, la distance entre les pics de fucosamine et de pneumosamine est 
d'environ 2 min. Lorsque les pics de fucosamine et de pneumosamine apparaissent a 4,75 et 
6,75 min respectivement, le pic X sil doit apparaitre, sort entre 5,50 et 6,10 (5,80 min). 

Les produits obtenus par chacun des deux procedes selon Finvention repondent tous deux a 
la definition du produit selon I 5 invention ; mais different en ce qui concerne le pourcentage de 
compose Sug et de quinovosamine N-acetylee. 

Lorsque le premier procede selon l'invention (qui specifie des conditions domination 
•reductrice optimisee) est mis en ceuvre, on obtient un polysaccharide amine qui presente : 

(i) Un spectre RMN du Carbone qui comprend un signal de resonance entre 1 1,5 et 12,5 ppm, 
bornes incluses, caracteristique du compose Sug, et un signal de resonance situe entre 17 et 
18 ppm bornes incluses, caracteristique de la quinovosamine N acetylee, dont Fintensite est 
moindre par comparaison avec le signal situe entre 17 et 18 ppm, bornes incluses, dans ie 
spectre RMN ( 13 C) d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres 
amination reductrice, en presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 
heures ; ou 

(ii) Un chromatogramme HPAEC-PAD qui comprend un pic elue immediatement apres la 
pneumosamine, caracterisnque de la quinovosamine dont Fintensite est moindre par 
comparaison avec le pic equivalent dans le chromatogramme HPAEC-PAD d'un 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres amination reductrice, en 
presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; ou 

(iii) Les deux. 



* • ' 'fir depot - ' " " w 

■ - 9 . 

11 irest pas possible de quantifier clans Pabsolu le pourcentage de residus Sug qui ont etc 
modifies apres amination reductrice, dans une molecule de polysaccharide prise separement ou dans 
un ensemble de molecules. Par contre, il est possible d'indiquer que le taux de modification des 
5 residus Sug est diminue d'au moins 65 % - quand ce n'est pas d'au moins 70 ou 75 % - lorsque le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 est obtenu sous forme aminee par le premier 
procede selon finvention, par comparaison avec un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de 
.type 5 amine selon un procede classique. Apres amination reductrice selon le premier procede selon 
Pinvention, Fessentiel des modifications qui persistent, porte sur la transformation de certains 

10 residus Sug du polysaccharide en quinovosamine N-acetylee ; le compose X n'est pas forme de 
maniere substantielle comme en temoigne le spectre RMN du Carbone et le chromatogramme 
HPAEC-PAD (Figure 1 -2 m spectre- et Figure 2 -courbe en tirets-). En sffet, le spectre ne presente 
pas de signal de resonance compris entre 13 et 14 ppm bornes incluses, caracteristique du compose 
X et le chromatogramme presente simplement un pic large de tres faible intensite entre le pic de 

15 fucosamine et de pneumosamine (entre 5,50 et 6,10 min). 

Par le premier procede selon l'invention, il est meme possible d'obtenir un polysaccharide 
amine qui presente (i) un spectre RMN du Carbone carrement depourvu de signal de resonance 
entre 17 et 18 ppm ; (ii) un chromatogramme HPAEC-PAD depourvu de pic quinovosamine (entre 
20 6,90 et 7,40 min), le pic observe avec le polysaccharide amine selon un procede domination 
classique s'etant reduit jusqu'a n'etre plus qu'un simple epaulement du pic precedent (pic de la 
pneumosamine) ; ou (iii) les deux. 

Le deuxieme procede selon l'invention requiert au prealable la reduction des groupements 
25 cetone du polysaccharide natif. Dans ces conditions, on comprend aisement que les residus Sug 
soient essentiellement transformer en quinovosamine et fucosamine N-acetylees. Dans ce cas la on 
parle de « polysaccharide reduit ». Lamination reductrice selon un mode operatoire classique du 
polysaccharide reduit et fragmente n'a aucune influence notable sur la structure des unites 
repetitives. Ceci est bien montre a la Figure 2 -courbe en tiret point-. 

30 

AinsL lorsque le deuxieme procede selon l'invention est mis en oeuvre, on obtient un 
polysaccharide amine qui presente : 

(i) Un spectre RMN du Carbone depourvu de signal de resonance entre 11,5 et 12,5 ppm, 
35 bornes incluses caracteristique du compose Sug, qui comprend un signal de resonance sttue 

entre 17 et 18 ppm bornes incluses, caracteristique de la quinovosamine N-acetylee, dont 
rintensite est augmentee par comparaison avec le signal de resonance situe entre 17 et 18 
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ppm, bomes incluses. dans le spectre RMN ( l3 C) d'un polysaccharide capsulaire du 
pneumocoque de type 5 obtenu apres " amination reductrice, en presence de 
cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; ou 

5 (ii) Un chromatogramme HPAEC-PAD qui comprend un pic situe immediatement apres le pic 
de pneumosamine, caracteristique de la quinovosamine, dont Fintensite est augmentee par 
comparaison avec le pic equivalent dans le chromatogramme HPAEC-PAD d'un 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres amination reductrice, en 
presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; ou 

10 

(iii) Les deux. 



En d'autres termes, un polysaccharide amine selon ^invention, amine an niveau du 
groupement aldehyde terminal, est essentiellement constitue d'unites repetitives de formule (II) 

15 




dans laquelle A est de maniere independante et aleatoire C=0 ou CHOH. 

30 Par « polysaccharide amine essentiellement constitue » on entend un polysaccharide amine 

au niveau du groupement adehyde terminal dans lequel le pourcentage d'unites repetitives de 
formule (II) est d'au moins 85 %, de preference d'au moins 90 %, de maniere tout a fait preferee 
d'au moins 95 %. 



En fonction du procede utilise pour fabriquer des polysaccharides amines selon l'invention, 
la proportion des unites repetitives de formule (II) dans laquelle A est C=0 (formule (IF) peut 
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varier considerablement ; et par voie de consequence' il en est de meme de la proportion des unites 
repetitives de formule (II) dans laquelle A est CHOH (formule (II") 

Le deuxieme procede selon l'invention genere un polysaccharide amine dans lequel les 
5 unites repetitives repond a la formule (II") puisqu'en RMN, le signal de resonance correspondant 
au residu Sug disparait au profit du signal de resonance correspondant a la quinovosamine N- 
acetyle . Le polysaccharide contient au moins 95 % d'unites repetitives de formule (II"). 

Par contre, en utilisant le premier procede selon Pinvention, on produit un polysaccharide 
10 amine dans lequel le rapport unites de formule (IF) / unites de formule (II") est bien different. En 
effet, en RMN, le signal de resonance correspondant au residu Sug est visible ainsi que celui 
correspondant a la quinovosamine N-acetylee. Le polysaccharide consent de 85 a 95 % d'unites 
repetitives de formule (IF). 

15 Comme signale precedemment, un polysaccharide selon l'invention peut etre amine a l'aide 

de divers composes. Lorsque le polysaccharide selon l'invention est destine a la fabrication de 
conjugues, le compose permettant d'aminer le polysaccharide est avantageusement choisi selon la 
structure que 1'on veut donner a ces conjugues. De maniere generate, les conjugues selon la presente 
invention repondent a la formule Ps - CH2 - NH - R dans laquelle : 

20 Ps designe le polysaccharide capsulaire du pneumocoque type 5 essentiellement constitue des unites 
repetitives de formule (II) ; 
R est un polypeptide porteur P ; 

un compose de formule (III) L-P, dans laquelle un polypeptide porteur est lie a un agent de 
liaison (L) ; ou 

25 un compose de formule (IIP) S-L'-P, dans laquelle un polypeptide porteur P est lie a un 

espaceur (S) par Pintermediaire d'un agent de liaison (L') ; 
C designe Patome de Carbone du groupement aldehyde terminal du polysaccharide ; et 
N designe Patome d'azote du groupement amine apporte par R. 

30 Les composes P, L et S seront decrits plus loin dans la description, dans la section 

consacree aux conjugues. On note cependant des a present que ces composes doivent tous bien 
evidemment comporter un groupement amine primaire libre capable de reagir avec une fonction 
aldehyde, lis peuvent etre employes dans chacun des deux procedes selon Pinvention, sans 
distinction aucune. 

35 

Dans le premier procede selon Pinvention, Pamination reductrice a laquelle est soumis le 
polysaccharide consiste notamment a faire reagir le polysaccharide avec un compose comportant 
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une fonction amine tel que les composes P, L ou S f en presence d'un agent reducteur selectif d'une 
base de Schiff, tel que le cyanoborohydrure ou le pyridine borane, dans les conditions de pH et de 
temps deja specifiees, de preference entre 30 min et 4 heures. 

5 Afin d'obtenir un taux domination similaire a celui obtenu dans des conditions classiques, 

on preconise une duree d'incubation comprise entre 2 et 4 heures, bornes incluses. Lorsque la duree 
d'incubation n'excede pas 2 heures, les composes Sug ne sont pas modifies. Au dela de 2 heures, on 
observe des Sug reduit coexistant generalement avec des Sug non modifies dans la chaine 
polysaccharidique. Par consequent, plus la duree d'incubation est importante, plus la proportion de 
10 Sug reduit est importante. Au dela de 4 heures, on identifie par RMN le compose X indesirable. 

Afin de ne pas prolonger la duree de la reaction d'amination reductrice au-dela du temps 
requis, celle ci doit etre arretee par des methodes rapides, notamment par precipitation selective du 
polysaccharide amine. Le polysaccharide amine est par exemple purifie par precipitation alcoolique 
15 lorsque le compose amine est un agent de liaison ou un espaceur. On prefere la precipitation au 
sulfate d'ammonium, lorsque le compose amine est un polypeptide. Les procedes de purification par 
precipitation sont des procedes classiques, bien connus de Fhomme du metier. 

On utilise en general un milieu tamponne comme le tampon citrate / phosphate mais un 
20- autre tampon dont le pKa se situe entre 2,5 et 6 convient egalement A titre d'exemple, on peut 
utiliser un tampon citrate, acetate ou succinate. On exclut cependant les tampons dont la formule 
chimique comporte des composes porteurs de groupement amine, comme par exemple un tampon 
glycine. 

25 La temperature du milieu reactioruiel se situe en general entre 4 et 70°C selon le compose 

amine utilise, de fagon preferee entre 20 et 50°C et de fa9on encore plus preferee entre 20 et 37°C 
lorsque le compose amine est un polypeptide. 

Pour usage dans le premier procede selon Pinvention, le polysaccharide peut etre soit natif, 
30 soit fragmente au prealable. N'importe quelle methode de fragmentation peut convenir a condition 
qu'elle conserve Fintegrite structurale du polysaccharide natif La methode de fragmentation par 
radicaux libres, decrite plus loin, convient tout particulierement. 

Bien que les ratios ponderaux entre le polysaccharide, le compose amine et le 
35 cyanoborohydrure ne soient pas critiques, on obtient de meilleurs rendements en polysaccharides 
amines dans la gamme de ratios ponderaux polysaccharide / compose amine / cyanoborohydrure 
allant de 1 / 0,1 / 0,02 a 1 / 5 / 0,2 lorsqu'on utilise comme compose amine un agent de liaison L ou 
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un espaceur S ; ou dans la gamme de ratios ponderaux allaiit de 1/ 0,2 / 0,02 a 1 / 1 / 0,2 lorsqu'on 
utilise comme compose amine un polypeptide porteur. Les ren dements optima en polysaccharides 
amines sont obtenus avec rapport 1/1/0,1 lorsque le compose amine est un agent de liaison ou un 
espaceur ou avec un rapport 1 / 0,5 / 0,1 lorsque le compose amine est un polypeptide porteur. 

5 

Pour usage dans le deuxieme procede selon Pinvention, le polysaccharide est de preference 
un polysaccharide natif, non depolymerise, puisque lors de la mise en ceuvre de ce deuxieme 
procede, le polysaccharide est necessairement soumis a une fragmentation, apres reduction, pour 
reintroduce des groupements aldehyde terminaux. 

Dans le deuxieme procede selon T invention, la reduction du polysaccharide se fait de 
maniere conventionnelle, e.g. a temperature ambiante, en milieu aqueux, a pH basique, de 
preference a un pH compris entre 8 et 10. L'agent reducteur fort specifique des fonctions cetone et 
aldehyde est utilise en exces e.g., a une concentration molaire d'au moins 10 fois, de fa9on preferee 
15 d'au moins 100 fois plus forte que celle du polysaccharide. Un borohydrure tel que le borohydrure 
de sodium, est un agent reducteur de choix. Le temps reactionnel peut etre de 30 min. a 2 heures, de 
preference 1 heure. 

Le polysaccharide reduit peut etre ensuite purifie par une methode quelconque, de 
20 preference par precipitation alcoolique. La depolymerisation du polysaccharide reduit peut se faire 
notamment par hydrolyse menagee. On utilise de preference la methode de depolymerisation 
radicalaire oxydative telle que decrite dans EP 562 107. Les polysaccharides fragmentes peuvent 
etre ensuite purifies de maniere conventionnelle, e.g. par precipitation alcoolique avant f'etape 
d'amination reductrice. 

25 

Dans le deuxieme procede selon l'invention, Tamination reductrice peut etre mise en ceuvre 
selon n'importe quelle condition, y compris les conditions classiques, car il n'existe plus de 
compose Sug dans la structure du polysaccharide reduit et fragmente ; et par consequent, plus de 
risque de former le compose X indesirable. 

30 

Ainsi, dans le deuxieme procede selon l'invention, Tamination reductrice a laquelle est 
soumis le polysaccharide requiert simplement la reaction du polysaccharide avec un compose 
comportant une fonction amine tel que les composes P, L ou S, en presence d'un agent reducteur, 
selectif d^une base de Schiff. 



On peut utiliser les conditions decrites pour le premier procede selon Pinvention ; et, 
comme dans ce cas la duree de Pincubation ainsi que le pH ne sont plus critiques, avec ou sans les 
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limitations de duree ou les restrictions portant sur la gamme de pH. Generalement dans les 
conditions classiques, le pH du milieu reactionnel se situe dans une large gamme allant de 5 a 9, 
mais on choisit de preference un pH compris entre 5 et 8. Un temps d 5 incubation generalement 
compris entre 2 heures et 48 heures donne de bons rendements en polysaccharide amine. La 
5 temperature d' incubation est generalement comprise entre 20°C et 50°C. 

Une fois Pamination reductrice menee a bien, on purifie le polysaccharide amine du milieu 
reactionnel a l'aide de methodes usuelles e.g. par precipitation alcoolique ou au sulfate 
d'ammonium, par dialyse, par chromatographic d'exclusion-diffusion ou par ultrafiltration, selon 
10 les besoins. 

Ainsi que precedemment mentionne, un polysaccharide amine peut etre deja un conjugue 
lorsque le compose ayant reagi avec la fonction aldehyde terminale du polysaccharide est un 
polypeptide porteur. Ce conjugue est de formule Ps-C//2-M/-P, dans laquelle le polysaccharide 
15 (Ps) est directement couple au polypeptide porteur (P). 

C'est pourquoi 1'invention a aussi pour objet : 

a. Un procede de fabrication d'un conjugue selon l'invention de formule (IV) ¥s-CH2-NH-? 
20 dans laquelle Ps designe le polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 ; procede 

selon lequel on fait reagir ie polysaccharide avec un polypeptide porteur (P), en presence 
d'un agent reducteur selectif d'une base de SchifF, a un pH de 4 a 6,5, de preference de 5 a 
6, pendant une duree n'excedant pas 4 heures. 

25 b. Un procede de fabrication d'un conjugue selon l'invention de formule (IV) Ps-CH2-NH-V 
dans laquelle Ps designe le polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 ; procede 
selon lequel (i) on reduit le polysaccharide natif avec un agent reducteur fort specifique des 
fonctions cetone et aldehyde, (ii) on fragmente le polysaccharide reduit et (iii) on soumet le 
polysaccharide reduit et fragmente a une animation reductrice en presence d'un polypeptide 

30 porteur P. 

c. Un procede de fabrication d'un conjugue selon l'invention de formule (V) PS-C//2-M/-L-P, 
selon lequel : 

(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) avec un 
35 agent de liaison (L) possedant au moins une fonction amine, en presence d'un agent 

reducteur selectif d'une base de Schiff, a un pH de 4 a 6,5, de preference de 5 a 6, 
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pendant une duree n'excedant pas 4 heures, afin d'obtenir un polysaccharide active de 
forimile (VI) ?$-CH2-NH-h'/& : ' 1 

(ii) on couple le polysaccharide active a un polypeptide porteur (P), afin d'obtenir le 
conjugue de formule (V) Ps-CH2-NH-L-P ; ou alternativement, 

5 

d. Un procede de fabrication d'un conjugue selon Finvention de formule (V) PS-C//2-W/-L-P, 
selon lequel on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) 
avec un polypeptide porteur active de formule (VII) L-P, dans laquelle L est un agent de 
liaison possedant au moins une fonction amine libre et P un polypeptide porteur, en 

10 presence d'un agent reducteur selectif d'une base de Schiff, a un pH de 4 a 6,5, de 

preference de 5 a 6, pendant une duree n'excedant pas 4 heures, afin d'obtenir le conjugue 
de formule (V) Ps-C//2-M/-L-P. 

e. Un procede de fabrication d'un conjugue selon Finvention, de formule (V) Ps-CH2-NH-L- 
15 P, selon lequel : 

(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) avec un 
agent capable de reduire une fonction cetone, 

(ii) on firagmente le polysaccharide reduit, 

(ii) on couple par amination reductrice le polysaccharide reduit et fragmente avec un agent 
20 de liaison (L) possedant au moins une fonction amine afin d'obtenir un polysaccharide 

active de formule (VI) Ps-C//2-7Vff-L, et 
on couple le polysaccharide active a un polypeptide porteur (P), afin d'obtenir le conjugue 
de formule (V) Ps-C//2-AW-L-P; ou alternativement, 

25 f. Un procede de fabrication d'un conjugue selon Finvention, de formule (V) Ps-C//2-M/-L- 
P, selon lequel : 

(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) avec un 
agent capable de reduire une fonction cetone, 

(ii) on fragmente le polysaccharide reduit, et 

30 (iii) on couple par amination reductrice le polysaccharide reduit et fragmente avec un 

polypeptide porteur active de formule (VII) L-P, dans laquelle L est un agent de liaison 
possedant au moins une fonction amine libre, afin d'obtenir le conjugue de formule (V) 
Ps-C//2-AW-L-P. 



35 g. 



Un procede de fabrication d'un conjugue selon Finvention, de formule (VIII) Ps-C/72-A77- 
S-L'-P, selon lequel : 
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(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 avec un 
espaceur (S) possedant au moins une fonctipn amine, en presence d'un agent reducteur 
selectif d'une base de Schiff, a un pH de 4 a 6,5, de preference de 5 a 6, pendant une 
duree n'excedant pas 4 heures, afin d'obtenir un polysaccharide derivatise de formule 
(IX) Ps-C//2-M/-S, 

(ii) on couple le polysaccharide derivatise avec un agent de liaison (I/) afin d'obtenir un 
polysaccharide active de formule (X) Vs-CH2-NH-S-L\ et 

(iii) on couple le polysaccharide active avec un polypeptide porteur (P), afin d'obtenir le 
conjugue de formule (VIII) Ps-C//2-AW-S-L 5 -P ; ou alternativement, 

Un procede de fabrication d'un conjugue selon ^invention, de formule (VIII) Vs-CH2-NH- 
S-L/-P, selon lequel : 

(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 avec un 
espaceur (S) possedant au moins une fonction amine, en presence d'un agent reducteur 
selectif d'une base de Schiff, a un pH de 4 a 6,5, de preference de 5 a 6, pendant une 
duree n'excedant pas 4 heures, afin d'obtenir un polysaccharide derivatise de formule 
(IX) Ps-C//2-M/-S, et 

(ii) on couple le polysaccharide derivatise avec un polypeptide porteur active de formule 
(XI) L/-P, dans laquelle 1/ est un agent de liaison et P un polypeptide porteur, afin 
d'obtenir le conjugue de formule (VIII) Ps-C//2-AW-S-L'-P. 

Un procede de fabrication d'un conjugue selon 1'invention, de formule (VIII) X>s-CH2-NH- 
S-L'-P, selon lequel : 

(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) avec un 
agent capable de reduire une fonction cetone, 

(ii) on fragmente le polysaccharide reduit. 

(iii) on couple par amination reductrice le polysaccharide reduit et fragmente a un espaceur 
(S) porteur d'au moins une fonction amine, afin d'obtenir un polysaccharide derivatise 
de formule (IX) Ps-CH2-NH-S, 

(iv) on couple le polysaccharide derivatise a un agent de liaison (L') afin d'obtenir un 
polysaccharide active de formule (X) Ps-C//2-A7/-S-L\ et 

(v) on couple le polysaccharide active a un polypeptide porteur (P), afin d'obtenir le 
conjugue de formule (VIII) Ps-C//2-M7-S-L'-P ; ou alternativement, 

Un procede de fabrication d'un conjugue scion Tinvention, de formule (VIII) Vs-CH2-NH- 
S-L'-P, selon lequel : 
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(i) on fait reagir un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) avec un 
agent capable de reduire une fonction cetone/ 

(ii) on fragmente le polysaccharide reduit, 

(iii) on couple par ami nation reductrice le polysaccharide reduit et fragmente a un espaceur 
5 (S) porteur d'au moins une fonction amine, afin d'obtenir un polysaccharide derivatise 

de formule (IX) Ps-CH2-NH-S, et 

(iv) on couple le polysaccharide derivatise avec un polypeptide porteur active de formule 
(XI) L'-P, dans laquelle L' est un agent de liaison et P un polypeptide porteur, afin 
d'obtenir le conjugue de formule (VIII) Ps-CH2-NH-S-U-P. 

10 

Dans sa portee la plus generate, le terme de polypeptide porteur (P) designe une chaine 
d'acides amines, quelque soit sa taille et les modifications post-traductionelles qui ont pu se 

i 

produire, comprenant au moins un epitope « T-helper ». Sachant qu'un epitope T-helper peut etre 
constitue par 10-15 acides amines, le terme de polypeptide porteur englobe les peptides. Bien 
15 evidemment, il englobe aussi les proteines. 

Par epitope « T-helper », on entend un enchainement d'acides amines qui, dans le contexte 
d'une ou plusieurs molecules du MHC, active les lymphocytes T-helper. Le polypeptide porteur du 
conjugue provoque le developpement d'une immunite T-dependante specifique du polysaccharide 
20 du pneumocoque de type 5 avec production d'anticorps specifiques diriges contre le polysaccharide 
a la suite de Fadministration du conjugue. II induit egalement une elevation du taux d'anticorps 
specifiques lors d'une vaccination de rappel. 



Pour usage dans les conjugues selon l'invention, le polypeptide porteur peut etre une 
25 anatoxine bacterienne obtenue par detoxification chimique, comme l'anatoxine tetanique ou 
obtenue par mutation genetique comme l'anatoxine diphterique (CRM 197, a titre d'exemple), 
Texoproteine A de Pseudomonas aeruginosa ou 1'exotoxine A de Staphylococcus aureus ,. On peut 
egalement utiliser les proteines de membrane externe des bacteries, comme les proteines OMP1 ou 
OMP2 de Neisseria meningitidis,. Les proteines lambB, OmpC, OmpA, OmpF et PhoE 
30 & Escherichia colx, la proteine CotC ou CotD de Bacillus sub ti lis, les porines bacteriennes comme 
la porine de classe 1 de Neisseria meningitidis B, la porine P40 de Klebsiella pneumoniae ; 
egalement les lipoproteines comme OspA de Borrelia burgdorfi, PspA de Streptococcus 
pneumoniae, la Transferrine binding protein type 2 (TBP2) de Neisseria meningitidis, TraT 
d' Escherichia coli, Padhesine A de Streptococus pneumoniae, Les proteines d'origine virale, 
35 comme I'hemagglutinine du virus grippal peuvent egalement jouer le role de polypeptide porteur 
ainsi que les peptides p24E, p 24N, p 24M, p24H decrits dans WO 94/29339 portant un epitope T 
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" helper, ou les peptides PADRE (PanDR T helper epitopes) decrits par Del guercio et al (Vaccine 
(1997), vol 15/4, p 441-448). 

La fabrication des conjugues de formule (IV) ¥s-CH2~NH-P se realise en une seule etape, la 
5 reaction domination reductrice du polysaccharide assurant egalement la conjugaison du 
polysaccharide au polypeptide. Par contre, la fabrication des conjugues de formule (V) Ps-C//2-AW- 
L-P on (VIII)Ts-C//2-AW-S-L-P se realise en plusieurs etapes distinctes, la premiere etape etant 
constitute par la mise en oeuvre de Tun des deux procedes de fabrication d'un polysaccharide amine 
selon l'invention aboutissant a Famination reductrice du polysaccharide par le compose L ou S. 

10 

L'espaceur S et les agents de liaison L et L'sont des composes possedant au moins deux 
groupements fonctionnels et disposes au sein du compose, selon des directions relativement 
opposees. En ce qui concerne l espaceur S et Fagent de liaison L, Fun des groupements 
fonctionnels doit etre capable de reagir avec Faldehyde terminal du polysaccharide lors de 
15 Famination reductrice, Fautre etant respectivement capable de reagir avec un agent de liaison L' ou 
avec un polypeptide porteur. En ce qui concerne Fagent de liaison L', Fun des groupements 
fonctionnels doit etre capable de reagir avec Fespaceur, Fautre etant capable de reagir avec un 
polypeptide porteur. 

20 Aux fins de la presente invention, Fagent de liaison L est un compose de formule (XII) Rl- 

A-R2, dans laquelle : 

A designe une chaine aliphatique et/ou aromatique substitute ou non, saturee ou insaturee ; 
Rl designe une amine primaire ou un radical chimique porteur d'une amine primaire, comme par 
exemple le radical hydrazide, NH2-NH-CO ; et 
25 R2 designe un groupement fonctionnel capable de reagir avec un groupement fonctionnel du 
polypeptide porteur. 

De maniere avantageuse, A designe un alkyl, un alkylene ou un dithioalkyl, comprenant de 
1 a 12, avantageusement de 2 a 8, do preference de 2 a 6 atomes de carbone ; 

30 

De maniere avantageuse, R2 est capable de reagir avec un groupement carboxyl, thiol ou 
amine. Ainsi R2 peut etre independamment de Rl, un groupement amine ou un radical porteur d'un 
groupement amine tel que le radical hydrazide. R2 peut aussi etre un groupement thiol ou carboxyl. 

35 Ainsi, un compose de formule R1-A-R2 peut etre un alkyl dihydrazide tel que Facide 

adipique dihydrazide ; un thio alkyl monoamine tel que la cysteine ou la cysteamine, ou diamine tel 
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que la cystamine ; un diamino alkyi ou alkylene, tel que le diaminomethane, le diamine ethane et le 
diaminohexane. 

Aux fins de la presente invention, Pespaceur S est un compose de formule (XIII) R1-A-R2', 
5 dans laquelle : 

A designe une chaine aliphatique et/ou aromatique, substituee ou non, saturee ou insaturee ; 

Rl designe une amine primaire ou un radical chimique porteur d'une amine primaire, comme par 

exemple le radical hydrazide, NH2-NH-CO ; et 

R2' designe un groupement fonctionnel capable de reagir avec un groupement fonctionnel d'un 
10 agent de liaison L\ 

Selon un mode particulier, l'espaceur S peut etre choisi parmi> les composes de formule 
(XII) R1-A-R2. 

15 Aux fins de la presente invention, le choix de Pagent de liaison L' est conditionne en 

premier lieu par le groupement fonctionnel R2' porte par S puis par le groupement fonctionnel du 
polypeptide porteur devant intervener dans l'operation de conjugaison. L'agent de liaison L' est un 
compose de formule (XIV) R3-B-R4, dans laquelle : 

B designe une chaine aliphatique et/ou aromatique, substituee ou non, saturee ou insaturee ; 
20 R3 designe un groupement fonctionnel capable de reagir avec le groupement fonctionnel R2' ; et 
R4 designe un groupement fonctionnel capable de reagir avec un groupement fonctionnel du 
polypeptide porteur. 

De maniere avantageuse, B designe un alkyl ou un alkylene substitue ou non, comprenant 
25 de 1 a 12, de fa9on preferee de 2 a 8 atomes de carbone ; un aryl, un alkylaryl ou un arylalkylene 
comprenant de 7 a 12 atomes de carbone ; un phenyl ou phenylene substitue ou non. 

Lorsque R2'est un groupement thiol, R3 peut etre un groupement thiol ; un carbonyl a ou p 
insatur^ ou un groupe imidyl, en particulier un groupe maleimidyl ; un halogenure d'acyle ou un 
30 halogenure d'alkyle, dans lequel Phalogene est un brome ? un chlore, ou un iode. 

De maniere avantageuse, R4 est capable de reagir avec un groupement carboxyl, thiol ou 
amine. Ainsi, si le groupement fonctionnel du polypeptide porteur devant intervenir dans 
l'operation de conjugaison est un thiol, R4 peut etre un groupement maleimide. De meme, si le 
35 groupement fonctionnel du polypeptide porteur devant intervenir dans l'operation de conjugaison 
est une amine, R4 peut etre un groupement carboxyl ou de preference un groupement N-hydroxy 
succinimidyl ou N-hydroxy sulfosuccinimidyl. 
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Lorsque l'espaceur S est un aminothiol tel que la cysteine, la cysteamine, ou la cystamine, 
F agent de liaison L'est de maniere avantageuse un sucinimidyl maleimidyl alkyl. Ce dernier peut 
etre notamment 1'acide y maleimido butyrique N-hydroxyssuccinimide ester ou N-sulfosuccinimide 
5 ester (GMBS ou sulfo-GMBS), Facide e maleimido caproique N-hydroxyssuccinimide ester 
(MCS), le succinimidyl-4-(p-maleimidophenyI)-butyrate (SMPB) ou le sulfosuccinimidyl-4-(p- 
maleimidophenyl)-butyrate (sulfo-SMPB), Facide maleimido benzoique N-hydroxyssuccinimide 
ester (MBS) ou Tacide maleimido benzoique N-hydroxysulfosuccinimide ester (sulfo-MBS), 
Tacide 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane carboxylique N-hydroxyssuccinimide ester (SMCC) 
10 ou l'acide 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane carboxylique N-hydroxysulfosuccinimide ester 
(sulfo-SMCC). 

Lorsque l'espaceur S est un diaminoalkyl ou un dihydrazide, Fagent de liaison L' est 
avantageusement choisi parmi les composes dissucinimidyl alkyls ou succinimidyl maleimido 
15 alkyls de formule (XIV) R3-B-R4 dans laquelle B est un groupement alkyl, R3 est un groupement 
succinimidyl et R4 est un groupement succinimidyl ou maleimido. 

Le compose disuccinimidyl peut etre le disuccinimidyl suberate (DSS), le bis 
(sulfosuccinimidyl) suberate (BS3), le dissucinimidyl glutarate (DSG), le succinimidyldiester de 
20 l'acide adipique (SIDE A) ou le succinimidyldiester de Tacide succinique. Les groupements 
: succinimidyls et ou sulfo succinimidyl sont capables de reagir avec un groupement amine. Le 
compose succinimidyl maleimido alkyl peut etre un de ceux cites plus haut. 

Dans les procedes de conjugaison a. a j. 5 les etapes de derivatisation, d'activation et de 
25 conjugaison proprement dites peuvent etre mises en oeuvre selon des modes operationnels bien 
connus de l'homme du metier. lis sont notamment decrits dans Fouvrage de reference intitule 
Bioconjugate Techniques (1996) Ed Academic press. A titre d'exemple, on se refere a cet ouvrage 
pour indiquer que des reactions de conjugaison mettant en jeu un groupement amine et un 
groupement carboxyl se realisent avantageusement en presence d'une carbodiimide. 

30 

Les etapes de derivatisation, d'activation et de conjugaison sont sans effet sur la structure 
chiiriique des unites repetitives du polysaccharide. 

Les conjugues obtenus selon Fun des procedes a. a j. peuvent etre finalement purifies e.g. 
35 par precipitation au sulfate d'ammonium, par ultrafiltration, chromatographic cT exclusion-diffusion 
ou par chromatographic de partage de fa<?on a eliminer les fractions polysaccharidique et proteique 
residuelles non conjuguees. 



L'invention a egaiement pour objet une composition pharmaceutique pour un usage 

therapeutique ou prophylactique, comprenant un polysaccharide selon P invention de fa?on preferee 

sous la forme d'un conjugue. Ce dernier peut etre formule avec un diluant ou un support acceptable 

5 d'un point de vue pharmaceutique e.g. un tampon phosphate, et le cas echeant un excipient de 

lyophilisation. En general, ces produits peuvent etre selectionnes en fonction du mode et de la voie 

d'administration et selon les pratiques pharmaceutiques standard. Les diluants appropries ainsi que ce 

qui est indispensable a l'elaboration d'une composition pharmaceutique sont decrits dans Remington's 

Pharmaceutical Sciences, servant de reference standard dans ce domaine. La composition peut aussi 

10 contenir un adjuvant e.g., un hydroxyde d'aluminium, un phosphate d'aluminium ou un 

hydroxyphosphate d'aluminium. On peut egaiement utiliser un conservateur tel que le 

phenoxyethanolformol. Une dose vaccinale peut etre preparee sous un volume de 0,1 ml a 2 ml, de 

# 

fa^on preferee sous un volume de 0,5 ml A titre d'exemple on indique qu'une dose peut contenir 
0,475 mg d'ion P0 4 2 *, 4,5 mg de chlorure de sodium et eventuellement 300 jig d'ions AL 3 ' . La 
15 composition vaccinale selon P invention peut etre egaiement associee a d'autres antigenes vaccinaux, 
notamment des antigenes polysaccharidiques du pneumocoque conjugues ou non a un porteur 
polypeptidique. On obtient alors un vaccin multivalent contre le pneumocoque dans lequel le 
polysaccharide du pneumocoque type 5 est sous Tune des formes decrites dans Fjnvention. 

L'invention a aussi pour objet une methode de traitement ou de prevention contre les 
infections a pneumocoque type 5, qui consiste a administrer a des nourrissons, des jeunes enfants, 
des adultes ou des personnes agees, une dose suffisante d'une composition selon Tinvention 
eventuellement adjuvantee, pour induire une reponse immune specifique protectrice contre ce 
pathogeny La methode est mise en oeuvre par administration d J au moins une dose vaccinale de la 
composition selon P invention. Par exemple, on peut pratiquer entre 1 et 3 injections, mais de 
preference on pratique 3 injections en respectant un delai d'un mois entre chaque injection. Une 
composition selon ['invention peut etre administree par n'importe quelle voie conventionnelle en usage 
dans le domaine des vaccins, en particulier par voie system ique i.e., parenterale e.g., par voie sous 
cutanee, intramusculaire, intradermique ou intraveineuse; ou par voie muqueuse e.g., par voie orale ou 
nasale. La quantite administree rient compte du polypeptide porteur utilise ou de la voie 
d'administration. A titre d'exemple, la dose de polysaccharide necessaire contenue dans le conjugue 
pour observer une immunite protectrice vis a vis du serotype 5 consecutive a une administration 
parenterale est comprise generalement entre 0,5 jag et 10 jag; mais de fa<^on preferentielle entre 0,5 et 5 
|utg 5 et de fagon encore plus preferee entre 0,5 ng et 2 \xg lorsque la proteine porteuse est Fanatoxine 
tetanique. Sous une forme non conjuguee, la dose de polysaccharide necessaire est comprise entre 10 
et 50 fig, de fagon preferee entre 20 ct 30 jag. 
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La presente invention sera mieux comprise a la lumiere des exemples suivants qui servent a 
iliustrer Finvention sans pour autant en limiter le contenu. 

La figure 1 represente les spectres RMN d'un polysaccharide amine selon differents procedes 
5 de fabrication. 

Le premier spectre est celui du polysaccharide du pneumocoque type 5 fragmente apres 
depolymerisation oxydative radicalaire. On identifie dans la zone des hauts champs du spectre les 
signaux de resonance des carbones methyliques des 3 hexosamines N-acetyles de Funite repetitive 
10 du polysaccharide : la fucosamine N acetylee (C6 FucNAc), la pneumosamine N acetyle (C6 
pneNAc) et le Sug (C6 Sug). 

Le deuxieme spectre est celui du polysaccharide amine obtenu selon le second procede 
objet de Finvention. On observe la disparition du signal correspondant au Sug (C6 Sug) et 
15 Fapparition d'un nouveau signal correspondant a la quinovosamine N acetylee (C6 QuiNAc). 

Le troisieme spectre est celui du polysaccharide amine obtenu selon le premier procede 
objet de Finvention. II est identique au spectre RMN du polysaccharide fragmente non amine. 

20 Le quatrieme spectre est celui du polysaccharide amine dans des conditions classiques. On 

note la presence de deux signaux additionnels dans la zone des hauts champs du spectre, 
correspondant a la quinovosamine N acetyle et au compose X ainsi qu'a une diminution de la 
hauteur du signal correspondant au Sug. 

25 La figure 2 represente le chromatogramme obtenu par HPAEC-PAD du polysaccharide natif 

depolymerise (courbe a trait continu), du polysaccharide amine selon le procede classique d'amination 
reductrice (courbe en tiret cadratin), selon le premier procede objet de Finvention (courbe en tiret) ou 
selon le second procede objet de Finvention (courbe en tiret point). 

30 Exemple 1 : Amination reductrice a pH 6, pendant 2 heures, du polysaccharide capsulaire du 
pneumocoque type 5, apres fragmentation. 

a), Depolymerisation radicalaire du polysaccharide du pneumocoque type 5 natif 

Le polysaccharide a une concentration de 2,5 mg/ml en solution aqueuse est fragmente par 
de Facide ascorbique, du sulfate ferreux ainsi que du sulfate cuivrique. La quantite en nombre de 
35 mmoles d'acide ascorbique est cent fois superieure a celle du sulfate ferreux et du sulfate cuivrique. 
Le rapport ponderal entre Facide ascorbique et le polysaccharide est de 0,1. L'incubation du 
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melange reactionnel se fait en bain-marie 'a 30°C et a Pabri de la lumiere pendant. 1 heure 30. Le 
polysaccharide hydrolyse est purifie par precipitation dans* Fethanol a 80 % suivie d'une 
centrifugation. Le culot de centrifugation est dialyse puis lyophilise. La taille moyenne du 
polysaccharide fragmente est d'environ 30-35 unites repetitives, telle que mesuree par 
5 chromatographie d'exclusion a triple detection (Viscoteck). 

b) Amination reductrice du polysaccharide 

Le polysaccharide fragmente est remis en solution dans un tampon citrate/pKosphate 0,2 M, 
pH 6 a une concentration de 10 mg/ml en presence de chlorhydrate de diaminohexane (DAH) 
(Aldrich) et de cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH 3 ) (Sigma). Les rapports ponderaux 

10 polysaccharide/chlorhydrate de DAH et NaCNBH 3 /chlorhydrate de DAH sont respectivement de 
0,8 et 0,1. L'incubation du melange reactionnel se fait a 50°C en bain-marie pendant 2 heures. La 
reaction est ensuite stoppee par precipitation du polysaccharide amine dans de Pethanol a 80 % 
suivie d'une centrifugation. Le culot de precipitation est ensuite repris par du NaCl 0,5 M a raison 
de 10 mg/ml en polysaccharide puis soumis a 8 bains de dialyse successifs (4 premiers bains 

15 effectues dans une solution de NaCl 0,5 M suivis de 4 bains effectues dans de 1'eau ultra-filtree). Le 
polysaccharide derivatise et ainsi amine est finalement lyophilise. 

Exemple 2 : Amination reductrice du polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5, 
apr£s reduction et fragmentation. 

a) Reduction et fragmentation du polysaccharide natif 

20 A 10 ml d'une solution aqueuse de polysaccharide natif a 10 mg/ml ajustee a pH 9 ± 0,5 

avec de Pammoniaque 1 N, on ajoute 10 mg de borohydrure de sodium (NaBH 4 ), puis on laisse le 
milieu reactionnel a temperature ambiante pendant 2 heures a Pobscurite. Le NaBH* est ensuite 
detruit par addition de quelques gouttes d'acide acetique glacial. On dialyse ensuite le 
polysaccharide reduit contre de Peau puis on le fragmente en utilisant le protocole decrit dans le 

25 paragraphe a) de Pexemple 1. On obtient un polysaccharide contenant en moyenne 30-35 unites 
repetitives. Le polysaccharide reduit et fragmente est par la suite lyophilise. 

b) Amination reductrice du polysaccharide reduit et fragmente 

Le polysaccharide reduit et fragmente est remis en solution dans un tampon phosphate 0,2 
M, pH 7,5 a une concentration de 10 mg/ml en presence de chlorhydrate de diaminohexane (DAH) 
30 et de cyanoborohydrure de sodium (NaCNBH 3 ) prepare extemporanement. Les rapports ponderaux 
polysaccharide/chlorhydrate de DAH et NaCNBH 3 /chIorhydrate de DAH sont respectivement de 
0,8 et 0,1. L'incubation du melange reactionnel se fait a 50°C en bain-marie pendant 48 a 72 heures. 
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Le polysaccharide amine est ensuite purifie par precipitation dans de l'ethanol a 80 % suivie d'une 
centrifiigation. Le culot de precipitation est repris par du NaCl 0,5 M a raison de 10 mg/ml en 

- ' polysaccharide puis 'soumis a 8 bains de dialyse successifs (4 premiers bains effectues dans une 
solution de NaCl 0,5 M suivis de 4 bains effectues dans de I'eau ultra-filtree). Le polysaccharide 

5 derivatise et ainsi amine est finalement lyophilise. 

•V 

Exemple3 i : Fabrication et etude du pouvoir immunogene des conjugues obtenus a partir 
des polysaccharides derivatis£s et amines des exemples 1 et 2. 

a) Fabrication des conjugues. 

Les polysaccharides amines des exemples 1 et 2 sont conjugues a l'anatoxine tetanique 
10 (ATT) par Pintermediaire du DSS. Dans un premier temps, on active le polysaccharide amine avec 
du DSS puis on conjugue l'anatoxine tetanique au polysaccharide active. 

Le polysaccharide amine de Fexemple 1 ou 2 est repris en solution aqueuse a une 
concentration de 40 mg/ml. Le DSS est repris dans une solution de DMSO a raison de 5 mg/ml. On 
ajoute goutte a goutte 2,5 ml d'une solution aqueuse du polysaccharide amine dans 10 ml de la 
15 solution de DSS sous agitation. Apres 1 h 30 d'incubation, la reaction est stoppee par precipitation 
dans 50 ml d'acetone. On recupere ie precipite par filtration sur biichner n°5, que Ton lave ensuite 5 
fois par 20 a 50 ml d'acetone. On seche ensuite le precipite sous vide puis sous courant d'azote. 

Le precipite contenant le polysaccharide derivatise est repris par un volume adequat d'une 
.. solution d'anatoxine tetanique a 10 mg/ml dans un tampon phosphate 0,2 M de sorte que le ratio 
20 ponderal entre le polysaccharide derivatise et l'anatoxine tetanique soit compris entre 1 et 2. Le 
melange est incube a la temperature du laboratoire, sous agitation pendant 16 a 20 heures. La 
reaction est ensuite stoppee par precipitation au sulfate d'ammonium a 70 % apres dilution au l A du 
melange dans un tampon phosphate 0,2 M. Le milieu contenant le precipite est agite pendant 1 
heure a la temperature du laboratoire puis pendant 4 a 20 heures a +4°C. Apres avoir recueilli le 
25 precipite par centrifugation, celui ci est finalement repris et dissous dans un tampon phosphate 0,2 
M. La solution du conjugue est obtenue sous une forme pratiquement pure. Les quantites 
d'anatoxine tetanique et de polysaccharide non conjugues sont negligeables. La solution est 
; finalement ajustee a la concentration desiree en vue d'une utilisation vaccinate. Le ratio 
polysaccharide /proteine dans le conjugue est de 1/5. 

30 b) Etude du pouvoir immunogene des conjugues , 

Le pouvoir immunogene des conjugues ainsi obtenus est compare avec celui d'un conjugue 
faisant usage d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5, prealablement soumis a un 
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amination reductrice classique, decrite commc suit : Le polysaccharide natif est tout d'abord 

4 *- vV fry* 5 ' 

fragmente par depolymerisation radidalaife selon, le protocole operatoire du paragraphe a) de 
l'exemple 1. On obtient un polysaccharide depolymerise contenant 30-35 unites repetitives. Puis le 
polysaccharide fragmente est soumis a une amination reductrice selon le protocole operatoire du 
paragraphe b) de Fexemple 2. Le polysaccharide amine est ensuite conjugue a Panatoxine tetanique 
par I'intermediaire du DSS dans les conditions operatoires du paragraphe a) de l'exemple 3. Le 
conjugue ainsi obtenu a les memes caracteristiques de purete et est utilisable comme vaccin. Le ratio 
polysaccharide /proteine dans le conjugue est de 1/5. 

Quinze lapins NZB repartis dans 3 groupes distincts re^oivent par voie intramusculaire aux 
jours Jl et J23 Fun des 3 conjugues polysaccharidiques a raison de 0,5 fig de polysaccharide et de 2,5 
|ig d'anatoxine tetanique par lapin et par injection. Le groupe 1 est immunise avec le conjugue obtenu 
a partir du polysaccharide amine de l'exemple 1, le groupe 2 avec le conjugue obtenu a partir du 
polysaccharide amine l'exemple 2, le groupe 3 avec le conjugue obtenu a partir du polysaccharide 
amine selon un precede classique tel que decrit dans le paragraphe precedent du present exemple. Un 
groupe de lapins « ternoin » re^oit a Jl et J23 du serum physiologique par voie intramusculaire. 

Des prelevements de sang sont realises a Jl, J23 et J36 pour controler les taux d'anticorps 
seriques qui sont specifiques du polysaccharide du pneumocoque type 5 par ELISA sur des 
microplaques sensibilisees avec du polysaccharide natif de pneumocoque type 5 (1 ^g/micropuits). 
Les taux d'anticorps contenus dans chaque lapin sont definis comme etant l'inverse de la dilution du 
serum qui donne une densite optique de 1 au spectrophotometre a la suite de la revelation du test 
ELISA a Paide d'un indicateur colore le trimethyl benzidine. Les resultats sont regroupes dans le 
tableau I ci-apres : 



Groupe 


Jl 


J23 


J36 


i 


<10 


239* (122-469)** 


2824(1758-4535) 


2 


<10 


110 (74-164) 


2929(1180-7270) 


3 


<10 


57 (29-113) 


423(166-1078) 


Ternoin 


<10 


<20 


<20 



*: represente la moyenne geometrique des taux d'anticorps seriques specifiques des 5 lapins 

**: indique la valeur du taux d'anticorps le plus bas et la valeur du taux le plus clevee dans chaque 

groupe. 



Apres deux immunisations, les valeurs moyennes des taux d'anticorps specifiques des lapins 
immunises avec les conjugues obtenus a partir des polysaccharides amines des exemples 1 et 2 sont 
environ 5 fois superieures a celle des lapins immunises avec un conjugue obtenu a partir d'un 
polysaccharide amin6 selon un procede classique d'amination reductrice. 
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Lorsque Ton fait varier les ratios ponderaux polysaccharide/ anatoxine tetanique dans une 
gamme allant de 1/0,5 a 1/5, les resultats que l'on obtient dans le test precedemment decrit sont en tout 
point similaire. 



La fonctionnalite de ces anticorps est- controlee par un test d'opsonophagocytose. Le titre 
opsonisant est defini comme etant Pinverse de la dilution de serum qui permet de tuer 50 % des 
bacteries.JLes resultats sont regroupes dans le tableau II ci-apres : 



Groupe 


Jl 


J23 


J36 


1 


n.t. 


7* (3-18)** 


128 (27-599) 


2 


n.t. 


2 (2-3) 


185 (60-565) 


3 


n.t. 


2(1-5) 


35(11-110) 


Temoin 


n.t. 


n.t. 


n.t. 



*: represente la moyenne geometrique des titres opsonisants des 5 lapins 
**: indique la valeur du titre opsonisant le plus bas et la valeur du titre le plus elevee dans chaque 
groupe. 



n.t. : non titre 

Les titres opsonisants correlent avec les titres anticorps seriques specifiques du polysaccharide du 
pneumocoque type 5. 
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Revendications 

Un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 amine au niveau du groupement 
aldehyde terminal et qui presente (i) un spectre RMN du Carbone ( 13 C) depourvu de signal 
de resonance entre 13 et 14 ppm bornes incluses ; (ii) un chromatogramme HPAEC-P AD, 
substanttellement depourvu de pic entre les pics de fucosamine et de pneumosamine, le 
chromatogramme etant obtenu par elution a partir d'une colonne Carbopac™ PA 10, dans 
une solution de soude 18 mM, a un debit de 1 ml/min pendant 15 min, des monosaccharides 
issus de l'hydrolyse dudit polysaccharide ; ou (iii) les deux. 

• 
» 

Un polysaccharide selon la revendication 1, qui presente : 

(i) un spectre RMN du Carbone qui comprend un signal de resonance entre 11,5 et 12,5 
ppm, bornes incluses, caracteristique du compose Sug, et un signal de resonance situe 
entre 17 et 18 ppm bornes incluses, caracteristique de la quinovosamine N acetylde, 
dont 1'intensite est moindre par comparaison avec le signal de resonance situe entre 17 
et 18 ppm, bornes incluses, dans le spectre RMN 13 C d'un polysaccharide capsulaire du 
pneumocoque de type 5 obtenu apres amination reductrice, en presence de 
cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; ou 

(ii) un chromatogramme HPAJEC-PAD obtenu dans les conditions specifiees dans la 
revendication 1, qui comprend un pic situe immediatement apres le pic de 
pneumosamine, caracteristique de la quinovosamine, dont 1'intensite est moindre par 
comparaison avec le pic equivalent dans le chromatogramme HPAEC-PAD d'un 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres amination 
reductrice, en presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; 
ou 

(iii) les deux. 

Un polysaccharide selon la revendication 1 ou 2, qui presente (i) un spectre RMN du 
Carbone entierement depourvu de signal de resonance entre 17 et 18 ppm ; (ii) un 
chromatogramme HPAEC-PAD depourvu du pic de la quinovosamine, le pic observe avec 
le polysaccharide amine selon un procede d'amination classique etant reduit jusqu'a n'etre 
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plus qu'un simple epaulement du pic precedent (pic de la pneumosamine), le 
chromatogramme etant obtenu dans les conditions specifiees dans la revendication 1 ; ou 
(iii) les deux. 

Un polysaccharide amine selon la revendication 1, qui presente : 

(i) un spectre RMN du Carbone depourvu de signal de resonance entre 1 1,5 et 12,5 ppm, 
bornes incluses, caracteristique du compose Sug, qui comprend un signal de resonance 
situe entre 17 et 18 ppm bornes incluses, caracteristique de la quinovosamine N- 
acetylee, dont Fintensite est augmentee par comparaison avec le signal de resonance 
situe entre 17 et 18 ppm, bornes incluses, dans le spectre RMN 13 C d'un 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres amination 
reductrice, en presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8, pendant 48 heures ; 
ou 

(ii) un chromatogramme HPAEC-PAD qui comprend un pic situe immediatement apres le 
pic de pneumosamine, caracteristique de la quinovosamine, dont Tintensite est 
augmentee par comparaison avec le pic equivalent dans le chromatogramme HPAEC- 
PAD d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 obtenu apres 
amination reductrice, en presence de cyanoborohydrure de sodium, a pH 8. pendant 48 
heures, le chromatogramme etant obtenu dans les conditions specifiees dans la 
revendication 1 ; ou 

(iii) les deux. 

Un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 amine au niveau du groupement 
aldehyde terminal, constitue d'unites repetitives, dont au moins 85 % des unites 
repetitives repondent a la formule (II) 
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dans laquelle A est de maniere independante et aleatoire C=0 oirCHOH. 

Un polysaccharide selon la revendication 5, dans iequel au moins 90 % des unites 
repetitives repondent a la formule (II). 

Un polysaccharide selon la revendication 6, dans Iequel au moins 95 % des unites 
repetitives repondent a la formule (II). 

Un polysaccharide selon Tune des revendications 5 a 7, dans Iequel au moins 95 % des 
unites repetitives repondant a la formule (II) repondent a la formule H" 




dans laquelle A est CHOH. 
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Un polysaccharide selon Tune des revendications 5 a 7, dans lequel 85 a 95 % des unites 
repetitives repondant a la formule (II) repondent a la formule II' 




dans laquelle A est C=0. 

Un conjugue dans lequel un polysaccharide selon Tune des revendications 1 a 9 est couple a 
un polypeptide porteur (P). 

Un procede de fabrication d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 
amine, selon lequel on soumet le polysaccharide a une animation reductrice en presence 
d'un agent reducteur selectif d'une base de Setoff, a un pH de 4 a 6.5 , pendant une duree 
n'excedant pas 4 heures. 

Un procede selon la revendication 11, dans lequel on soumet le polysaccharide a une 
amination reductrice a un pH de 5 a 6. 

Un procede selon la revendication 11 ou 12, dans lequel on soumet le polysaccharide a une 
amination reductrice pendant une duree n'excedant pas 2 heures. 

Un procede selon la revendication 1 1, 12 ou 13, dans lequel Pagent reducteur selectif d'une 
base de Schiff est le cyanoborohydrure ou le complexe pyridine borane. 

Un procede de fabrication d'un polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 
amine, selon lequel (i) on fait reagir le polysaccharide avec un agent capable de reduire une 
fonction cetone, (ii) on fragmente le polysaccharide reduit et (iii) on soumet le 
polysaccharide reduit et fragmente a une amination reductrice. 
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Un procede selon la revendication 15 7 dans lequel le polysaccharide que Ton fait reagir avec 
Pagent capable de reduire une fonction cetone est sous forme native. 

Un procede selon la revendication 15 ou 16, dans lequel F agent capable de reduire une 
fonction cetone est le NaBH4 

Un procede selon la revendication 15, 16 ou 17, dans lequel on fragmente le polysaccharide 
reduit par depolymerisation radicalaire oxidative. 

Un procede de fabrication d'un conjugue de formule Ps-CH2-NH-P, selon lequel on met en 
oeuvre un procede selon Tune des revendications 11 a 14, dans lequel le polysaccharide 
capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) est couple par amination reductrice avec un 
polypeptide porteur (P), en presence d'un agent reducteur selectif d'une base de Schiff, a un 
pH de 4 a 6,5, de preference de 5 a 6, pendant une duree n'excedant pas 4 heures. 

Un procede de fabrication d'un conjugue de formule Ps-CH2-NH-P, selon lequel on met en 
ceuvre un procede selon Tune des revendications 15 a 18, dans lequel le polysaccharide 
capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) reduit et fragmente est couple par amination 
reductrice avec un polypeptide porteur (P) : 

Un procede de fabrication d\in conjugue de formule Ps-0/2-A77-L-P, selon lequel : 

(i) on met en ceuvre le procede selon Tune des revendications 1 1 a 14, dans lequel le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) est couple par amination 
reductrice a un agent de liaison (L) possedant au moins une fonction amine libre, 
pour former un polysaccharide amine et active de formule P&-CH2-NH-L, et on 
couple le polysaccharide active a un polypeptide porteur (P) afin d'obtenir le 
conjugue de formule Ps-CH2-NH-L-P ; ou alternativement, 

(ii) on met en ceuvre le procede selon Tune des revendications 11 a 14, dans lequel le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) est couple par amination 
reductrice a un polypeptide porteur active de formule L-P, dans laquelle L est un 
agent de liaison possedant au moins une fonction amine libre, afin d'obtenir le 
conjugue de formule Vs-CH2-NH-L-? . 

Un procede de fabrication d'un conjugue de formule Ps-C//2-M/-L-P, selon lequel : 
(i) (a) on met en oeuvre le procede selon Tune des revendications 15 a 18, dans 
lequel le polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) reduit et 
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fragmente est couple par amination reductrice a un agent de liaison (L) possedant au 
moins une fonction amine libre, pour former un polysaccharide amine et active de 
formule P$-CH2-NH~U et 

(b) on couple le polysaccharide active a un polypeptide porteur (P) afin 
d'obtenir le conjugue de formule Ps-C772-7V?f-L-P ; ou alternativement, 
(ii) on met en ceuvre le procede selon Tune des revendications 15 a 18, dans lequel le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) reduit et fragmente est 
couple par amination reductrice a un polypeptide porteur active de formule L-P, 
' * dans iaquelle L est un agent de liaison possedant au moins une fonction amine libre, 
afin d'obtenir le conjugue de formule Ps-C/72-jV77-L-P. 

Un procede de fabrication d'un conjugue de formule Ps-C772-M/-S-L'-P, selon lequel : 

(i) on met en oeuvre le procede selon Tune des revendications 11a 14, dans lequel le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) est couple par amination 
reductrice a un espaceur (S) possedant au moins une fonction amine libre, pour 
former un polysaccharide amine et derivatise de formule Vs-CH2-NH-S, et 

(ii) (a) on couple ie polysaccharide derivatise avec un agent de liaison (L') afin 
d'obtenir un polysaccharide active de formule Ps-C//2-M7-S-L\ puis 

on couple le polysaccharide active avec polypeptide porteur (P) afin d'obtenir le 
conjugue de formule Ps-C7/2-AW-S-L'-P ; ou alternativement, 

(b) on couple le polysaccharide derivatise, avec un polypeptide porteur active 
de formule L'-P, dans Iaquelle L' est un agent de liaison, afin d'obtenir le conjugue 
de formule Ps-C//2-M7-S-L'-P, 

Un procede de fabrication d'un conjugue de formule Ps-C//2-AW-S-L 5 -P, selon lequel : 

(i) on met en reuvre le procede selon Tune des revendications 15 a 18, dans lequel le 
polysaccharide capsulaire du pneumocoque de type 5 (Ps) reduit et fragmente est 
couple par amination reductrice a un espaceur (S) possedant au moins une fonction 
amine libre, pour former un polysaccharide amine et derivatise de formule Ps-CZ/2- 
NH-S, et 

(ii) (a) on couple .e polysaccharide derivatise avec un agent de liaison (L') afin 
d'obtenir un polysaccharide active de formule Ps-CH2-NH-S-L\ puis on couple le 
polysaccharide active avec un polypeptide porteur (P), afin d'obtenir le conjugue de 
formule Ps-C//2-M7~S-L'-P ; ou alternativement, 

(b) on couple le polysaccharide derivatise, avec un polypeptide porteur active 
de formule L'-P, dans Iaquelle L' est un agent de liaison, afin d'obtenir le conjugue 
de formule Ps-CH2-NH-S-L'-P. 
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25. Un procede selon Pune des revendications 19 a 24, dans lequel le polypeptide porteur P est 
Panatoxine diphterique ou tetanique. 

5 26. Un procede selon la revendication 21 ou 22, dans lequel Pagent de liaison (L) est un 
compose de formule (XII) RI-A-R2, dans laqueile : 

A designe une chaine aliphatique ou aromatique ou une chaine mixte aliphatique et 
aromatique, substitute ou non ; 

R I designe une amine primaire ou un radical chimique porteur d'une amine primaire ; et 
10 R2 designe un groupemenr fonctionnel capable de reagir avec un groupement carbonyl, 

thiol ou amine. 

. 27. Un procede selon la revendication 26, dans lequel 1'agent de liaison (L) est un alkyl 
dihydrazide ou un diaminoalkyl. 

15 

28. Un procede selon la revendication 23 ou 24, dans lequel Pespaceur S est un aminothiol et 
Pagent de liaison L'est un sucinimidyl maleimidyl alkyl. 

29. Un procede selon la revendication 23 ou 24, dans lequel Pespaceur S est un diaminoalkyl 
20 ou un dihydrazide, et Pagent de liaison L* est choisi parmi les composes dissucinimidyl 

alkyls ou succinimidyl maleimido alkyls de formule (XIV) R3-B-R4 dans laqueile B est un 
groupement alkyl, R3 esr un groupement succinimidyl et R4 est un groupement 
succinimidyl ou maleimido. 



25 



30. 



Une composition pharmaceutique comprenant un conjugue selon la revendication 10 ou 
obtenu par le procede selon Pune des revendications 19 a 29. 
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